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general formula R-L-Tyr-L-Arg-R2 where 

R1 = H or R3-CO-; 

R2 = OH or -OR4; 

R3 = straight or branched, saturated or unsaturated 1-20C alkyl which may be 
hydroxylated, or an aryl, aryl-alkyl, alkyloxy, aryloxy, or aryl-alkyloxy group; 
R4 = 1-20C alkyl, NH2, NHX or NXX; 
X = 1-4C alkyl 

The peptide may be solubilized in a cosmetic or pharmaceutical carrier, especially a 
liposome, or be adsorbed onto a powdered carrier which may be a polymer, talc, or 
bentonite. The compositions may further contain water or a suitable organic solvent. The 
amount of the peptide present is preferably 0.001 - 10%, especially 0.01 - 1%. 
ACTIVITY - In vitro trials using a murine preadipocyte line 3T3 F442A showed that when 
cultured in the presence of 0.6.10-9 of N-acetyl-L-Tyr-L-Arg-O-hexadecyl Sensicalmine 
(RTM) the specific activity of glycero-3-phosphate dehydrogenase was reduced by 39%. 
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AGENT COSMETIQUE POUR OBTENIR UNE ACTION AM I N CI SS ANTE. 

(57) La presente invention concerne un peptide syntheti- 
que. 

Ce peptide synthetique correspondant & la formule 
generate: R1-L-Tyr-L-Arg-R2 dans lequel R1 represente un 
atome d'hydrogfcne ou un groupe R3-C=0 avec R3 repre- 
sentant une chaTne alkyle comprenant de 1 k 20 atomes de 
carbone, lineaire ou ramifiee, saturee ou insaturee, hy- 
droxys ou non, ou avec R3 representant un groupe aryle, 
aryl-alkyle ou alkyioxy ou aryloxy ou arylalkyloxy, etdans le- 
quel R2 represente un radical OH ou un groupe 0-R4 dans 
lequel R4 represente une chaTne alkyle comprenant de 1 k 
20 atomes de carbone, ou bien R2 represente un groupe 
NH2 ou NHX ou NXX avec X representant une chaTne alkyle 
comprenant de 1 & 4 atomes de carbone, comme agent: 
cosmetique ou pour la fabrication d'une composition cosme- 
tique, pour obtenir une action amincissante et/ ou pour re- 
duire, eiiminer ou prevenir les surcharges graisseuses 
sous-cutanees. 

Ce peptide peut etre utilise comme agent cosmetique ou 
pour la fabrication d'une composition cosmetique pour obte- 
nir une action amincissante et/ ou pour reduire, eiiminer ou 
prevenir les surcharges graisseuses sous-cutanees. 
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L'invention conceme essentiellement I'utilisation d'au moins un peptide 
synthetique correspondant a la formule generale : Rl-L-Tyr-L-Arg-R2 dans lequel 
5 Rl represente un atome d'hydrogene ou un groupe R3-C=0 avec R3 representant 
une chaine alkyle comprenant de 1 a 20 atomes de carbone, lineaire ou ramifiee, 
saturee ou insatur6e, hydroxylee ou non, ou avec R3 representant un groupe aryle, 
aryl-alkyle ou alkyloxy ou aryloxy ou arylalkyloxy, et dans lequel R2 represente 
un radical OH ou un groupe 0-R4 dans lequel R4 represente une chaine alkyl 

10 comprenant de 1 a 20 atomes de carbone, ou bien R2 represente un groupe NH2 
ou NHX ou NXX avec X representant une chaine alkyle comprenant de I a 4 
atomes de carbone, comme agent cosmetique ou pour la fabrication d'une 
composition cosmetique pour obtenir une action amincissante et/ou pour reduire, 
eliminer ou prevenir les surcharges graisseuses sous-cutanees. L'invention 

15 concerne aussi un procede de traitement cosmetique avec ledit peptide, ainsi que 
1 'utilisation dudit peptide pour la fabrication d'une composition pharmaceutique a 
usage topique destinee au traitement de la cellulite et/ou au traitement des 
surcharges graisseuses sous-cutanees. 

Les peptides utilises dans le cadre de la pr^sente invention sont connus et 

20 decrits avec leur procede de fabrication dans le document WO 98/07744 
SEDERMA. Ce document decrit aussi leurutilisation dans le domaine cosmetique 
et dermopharmaceutique pour tous les soins de la peau ou du cuir chevelu, 
particulierement pour I'attenuation des sensations d'irritation, de douleur benigne, 
les effets de chaleur, de froid, du frottement ou des agressions mecaniques de la 

25 peau, voir page 6, lignes 3 a 12. 

Par ailleurs, les professionnels recherchent depuis de nombreuses anndes 
des moyens pour reduire, eliminer ou prevenir les surcharges graisseuses sous- 
cutanees et/ou la cellulite, en particulier pour obtenir une action amincissante. Un 
certain nombre de substances introduces dans des produits cosmetiques ou 

30 pharmaceutiques ont ainsi vu le jour mais il reste encore des progres a faire pour 
pouvoir proposer des produits cosmetiques ou pharmaceutiques capables de regler 
ce probleme de manure satisfaisante. 

Le probleme technique a resoudre a ete pour les inventeurs de trouver une 
nouvelle substance, cosmetiquement ou pharmaceutiquement acceptable, capable 

35 de reduire, eliminer ou prevenir les surcharges graisseuses sous-cutanees et/ou la 
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celiulite et/ou pr^sentant des proprietes amincissantes, et par ce biais, capable de 
resoudre le probleme pos6. 

Les inventeurs ont reussi a selectionner des substances particulieres 
presentant de remarquables proprietes amincissantes (et capables de reduire, 
5 eliminer ou prevenir les surcharges graisseuses sous-cutanees et/ou capables de 
reduire ou prevenir la celiulite). De maniere totalement inattendue, les presents 
inventeurs ont decouvert que les peptides synthetiques correspondant a la formule 
generate : Rl-L-Tyr-L-Arg-R2 dans lequel Rl represente un atome d'hydrogene 
ou un groupe R3-C=0 avec R3 reprSsentant une chaine alkyle comprenant de 1 a 

10 20 atomes de carbone, lineaire ou ramifi6e, saturee ou insaturee, hydroxylee ou 
non, ou avec R3 reprSsentant un groupe aryle, aryl-alkyle ou alkyloxy ou aryloxy 
ou arylalkyloxy, et dans lequel R2 represente un radical OH ou un groupe 0-R4 
dans lequel R4 represente une chaine alkyl comprenant de 1 a 20 atomes de 
carbone, ou bien R2 represente un groupe NH2 ou NHX ou NXX avec X 

15 representant une chaine alkyle comprenant de 1 a 4 atomes de carbone, 
presentaient des proprietes amincissantes remarquables. 

Comme enonce en relation avec Tart anterieur, l'utilisation des peptides 
selon T invention est dejd connue dans les domaines cosmetique ou 
dermatologique ainsi que le ddcrit le document WO 98/07744 qui fait etat des 

20 proprietes calmantes au niveau de la peau desdits peptides. Pour de plus amples 
informations concemant ces peptides, et notamment leur obtention, Thomme de 
Tart pourra se reporter a ce document qui est incorporS dians sa totalite par 
reference. 

Ainsi, selon un premier aspect, la presente invention concerne l'utilisation 
25 d'au moins un peptide synthetique correspondant a la formule generale : Rl-L- 
Tyr-L-Arg-R2 dans lequel Rl represente un atome d'hydrogene ou un groupe R3- 
C=0 avec R3 representant une chaine alkyle comprenant de 1 a 20 atomes de 
carbone, Hn6aire ou ramifiee, saturee ou insaturee, hydroxylee ou non, ou avec R3 
representant un groupe aryle, aryl-alkyle ou alkyloxy ou aryloxy ou arylalkyloxy, 
30 et dans lequel R2 represente un radical OH ou un groupe 0-R4 dans lequel R4 
represente une chaine alkyl comprenant de 1 a 20 atomes de carbone, ou bien R2 
represente un groupe NH2 ou NHX ou NXX avec X representant une chaine 
alkyle comprenant de 1 a 4 atomes de carbone, comme agent cosmetique ou pour 
la fabrication d'une composition cosmetique, pour obtenir une action amincissante 
35 et/ou pour reduire, eliminer ou pr6venir les surcharges graisseuses sous-cutanees. 
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Selon un mode de realisation avantageux, le peptide precite est tel que les 
groupes Rl constituS du groupe R3-C=0 avec R3 representant une chaine 
aliphatique aliphatique comprenant de 1 a 18 atomes de carbone et R2 constitue 
du groupe 0-R4 dans lequel R4 repr6sente une chaine aliphatique lineaire saturee 
5 ou non aliphatique comprenant de 1 a 18 atomes de carbone, representent chacun 
une chaine aliphatique lineaire saturee ou insaturSe comprenant de 1 a 18 atomes 
de carbone. 

Selon un mode de realisation actuellement prefere, le peptide precite est 
leN-acetyl-L-Tyr-L-Arg-O-hexadecyle. 

10 Selon un autre mode de realisation avantageux de Tinvention, le peptide 

precite est pr6alablement solubilise dans un ou plusieurs solvants cosmetiquement 
ou pharmaceutiquement acceptables comme Feau, I'ethanol, le propanol ou 
Pisopropanol, le propylene glycol, l'ethoxydiglycol, les ethers methyliques ou 
ethyliques des diglycols, les polyols cycliques, les diglycols ethoxyles ou 

1 5 propoxyles ou tout melange de ces solvants. 

Selon encore un autre mode de realisation avantageux de Tinvention, le 
peptide precite est pr6alablement solubilise dans un vecteur cosmetique ou 
pharmaceutique comme les liposomes ou adsorbe sur des polymeres organiques 
poudreux, les talcs, bentonites et autre supports min£raux, et plus generalement 

20 solubilise dans, ou fixe sur, tout vecteur cosmetiquement ou phannaceutiquement 
acceptable. 

Selon encore un autre mode de realisation avantageux de Tinvention, le 
peptide precite est present dans une composition cosmetique a une concentration 
comprise entre 0,001% et 10% environ, et preferentiellement a une concentration 

25 comprise entre 0,01% et 1% environ en poids par rapport au poids total de la 
composition finale. 

Selon encore un autre mode de realisation avantageux de Tinvention, le 
peptide precite est associe a un excipient cosmetiquement ou phannaceutiquement 
acceptable, contenant de preference un agent am61iorant la biodisponibilite dudit 

30 peptide tel qu'un agent de penetration, tel que rethanol. 

Selon un deuxieme aspect, la presente invention concerne une 
composition cosmetique destinee k obtenir une action amincissante, et/ou a 
reduire, eiiminer ou pr6venir les surcharges graisseuses sous-cutanees, caracterisee 
en ce qu'elle comprend une quantite cosmetiquement efficace pour obtenir ladite 

35 action amincissante et/ou pour reduire, eiiminer ou prevenir les surcharges 
graisseuses sous-cutanees, d'au moins un peptide synthetique correspondant a la 
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formule generate : Rl-L-Tyr-L-Arg-R2 dans lequel Rl represente un atome 
d'hydrogene ou un groupe R3-C=0 avec R3 representant une chaine alkyle 
comprenant de 1 a 20 atomes de carbone, lineaire ou ramifiee, saturee ou 
insatur£e, hydroxylee ou non, ou avec R3 representant un groupe aryle, aryl-alkyle 
5 ou alkyloxy ou aryloxy ou arylalkyloxy, et dans lequel R2 represente un radical 
OH ou un groupe 0-R4 dans lequel R4 represente une chaine alkyle comprenant 
de I a 20 atomes de carbone, ou bien R2 represente un groupe NH2 ou NHX ou 
NXX avec X representant une chaine alkyle comprenant de 1 a 4 atomes de 
carbone, dans un excipient cosmetiquement acceptable. 
10 Toutes variantes de realisation de la composition cosmetique resultent 

clairement pour un homme de Tart de la description pr£cedente relative a 
l'utilisation. 

Selon un troisieme aspect, la presente invention concerne encore un 
procede de traitement cosmetique pour obtenir une action amincissante, et/ou pour 

15 reduire, eliminer ou prevenir les surcharges graisseuses sous-cutanees, caracterise 
en ce qu'on applique topiquement sur les zones conceraees de la peau, une 
quantite efficace pour obtenir ladite action amincissante, et/ou pour reduire, 
eliminer ou prevenir les surcharges graisseuses sous-cutanees, d ! au moins un 
peptide synthetique correspondant & la formule generate : Rl-L-Tyr-L-Arg-R2 

20- - dans? lequel Rl represente un atome d'hydrogene ou un groupe R3-C=0 avec R3 
representant une chaine alkyle comprenant de 1 a 20 atomes de carbone, lin6aire 
ou ramifi6e, saturSe ou insaturee, hydroxylee ou non, ou avec R3 representant un 
groupe aryle, aryl-alkyle ou alkyloxy ou aryloxy ou arylalkyloxy, et dans lequel R2 
represente un radical OH ou un groupe 0-R4 dans lequel R4 represente une chaine 

25 alkyle comprenant de 1 a 20 atomes de carbone, ou bien R2 represente un groupe 
NH2 ou NHX ou NXX avec X representant une chaine alkyle comprenant de 1 a 
4 atomes de carbone, dans un excipient cosmetiquement acceptable. 

Des modes de realisation particuliers de ce procede de traitement 
cosmetique resultent clairement egalement de la description prec£dente, ainsi que 

30 de la description suivante. 

Gen6ralement, les zones concem6es de la peau seront les zones du corps, 
particulierement les cuisses, le ventre, la poitrine, le cou et/ou le; visage. 

Selon un quatrieme aspect, la pr6sente invention concerne encore 
l'utilisation d'un peptide pr£cit6 pour la fabrication d'une composition 

35 pharmaceutique a usage topique destinee au traitement de la cellulite et/ou au 
traitement des surcharges graisseuses sous-cutanees. 
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L'invention concerne encore, selon un cinquieme aspect, une methode de 
traitement therapeutique de la cellulite et/ou des surcharges graisseuses sous- 
cutanSes, caracteris£e en ce qu'on applique topiquement sur les zones concemees 
de la peau une quantite efficace pour traiter therapeutiquement la cellulite ou les 
5 surcharges graisseuses d'au moins un peptide synthetique precite, eventuellement 
dans un excipient pharmaceutiquement acceptable. 

Des modes de realisation particuliers de cette utilisation d'un peptide 
precite pour la fabrication d'une composition pharmaceutique ou pour le 
traitement th6rapeutique sont realises selon les meme modes que ceux decrits pour 
10 les compositions cosmetiques precitees. 

D'autres buts, caracteristiques et avantages de ['invention apparaitront 
clairement a la lumtere de la description explicative qui va suivre faite en 
reference tout d'abord a un essai de mise en evidence in vitro de l'activite 
lipolytique des peptides selon I'invention (exemple 1) et a un essai de mise en 
15 evidence in vivo de l'activite amincissante des peptides selon T invention (exemple 
2), et ensuite avec des exemples de compositions cosmetiques ou pharmaceutique. 

Exemple 1 de Tinvention 

Mise Evidence de l'activite lipolytique des peptides selon Tinvention, 
20 in vitro ■ ■\h^:.::atuxr v ; 

Le tissus adipeu* est form£ de grosses cellules adipeuses qui contiennent 
une gouttelette lipidique uniloculee repoussant le noyau a la peripheric, lui 
donnant un aspect tres caracteristique. 

On sait que le role essentiel du tissu adipeux est d'assurer le maintien de 
25 Tequilibre energetique. II gere les fluctuations energetiques induites par Tapport 
alimentaire ou les etats de jetine en stockant I'energie sous forme de triglycerides, 
par le ph&iomene de lipogenese, ou en la liberant par la mise a disposition des 
acides gras, par le phenomene de la lipolyse. 

Uintense metabolisme dont il est le siege est sous controle 
30 essentiellement hormonal. La possibility d'isoler Tadipocyte intact par digestion du 
tissu h Taide de la collag^nase a et6 decrite par Rodbell en 1964, dans 
« Metabolism of isolated fat cells » publi6 dans J. Biol. Chem. ; Vol. 239 ; pages 
375-380, ce qui a constituS une etape decisive dans l'etude de la physiologie et du 
metabolisme de Tadipocyte isole. 
35 Des progrds encore plus determinants ont 6te accomplis grace au 

developpement de lignSes cellulaires susceptibles de se diffSrencier en adipocytes 
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in vitro. Ces lignSes ofifrent un support de choix pour Tetude du metabolisme 
adipocytaire a long terme dans un environnement hormonal et nutritionnel 
controle. 

Les modeles cellulaires permettent ainsi maintenant d'apprehender les 
5 mecanismes moleculaires controlant la proliferation et la differenciation cellulaire. 
Ces ligndes constituent ainsi des supports methodologiques privileges pour 
realiser des etudes d'ingredients ou principes actifs a visee amincissante par le 
biais de la regulation du phenomene lipolyse/lipogenese. 

Ainsi, dans le cas de la prSsente invention, un peptide representatif de la 
10 famille des peptides pricites, & savoir le N-acetyl-L-Tyr-L-Arg-O-hexadecyl, 
disponible dans le commerce dans une preparation nommee Sensicalmine® qui 
contient environ 1% de peptide N-acetyl-L-Tyr-L-Arg-O-hexadecyl, 
commercialism par la societe Sederma, France, a ete teste sur une lignee de 
preadipocytes murins 3T3 F442A, dans les conditions de tests reconnues par 
15 rhomme de Tart comme etant surs, fiables et reproductibles, comme decrit ci- 
apres : 

I - MATERIEL ET METHODES 
1°. Culture de cellules 3T3 F442A 

20 ~ - Le peptide N-acetyl-L-Tyr-L-Arg-O-hexadecyl, representatif de la famille 

de peptides selon l'invention sera test6 comme agent lipolytique potentiel sur une 
lignee de preadipocytes murins 3T3 F442A. Ces preadipocytes 3T3 F442 A sont 
obtenus comme decrit par GREEN H. et KEHINDE O. dans : Spontaneous 
Heritable Changes Leading to Increased Adipose Conversion in 3T3 Cells, publie 

25 dans Cell, Vol. 7, 1976, pages 105-1 13. Ces preadipocytes 3T3 F442A peuvent se 
multiplier et se differencier en pr6sentant le phenotype morphologique et 
biochimique caracteristique de la fonction differenciee de l'adipocyte mature. 
Lorsqu'ils sont en phase exponentielle de croissance, ils sont d'apparence 
fibroblastique, pr6sentent une forme allong^e et sont tres adherents au support. A 

30 confluence lorsque ces conditions sont permissives, une transition morphologique 
tres pr6coce leur conftre une forme arrondie. 

Les cellules connaissent alors un processus d'amplification clonale. A ces 
changements morphologiques s'ajoutent des accroissements de Tactivite d'enzymes 
lipogen^tiques ainsi que des augmentations de r6ponses de la part des cellules a 

35 des hormones/facteurs affectant la Hpog6n6se et la lipolyse. 



2786693 

7 

Une enzyme cle dans le processus de synthese des triglycerides est la 
glycerol-3 -phosphate dehydrogenase (G3 PDH) son activite specifique 
augmente considerablement et peut done etre utilisee comme une mesure precise 
et sensible de la conversion adipocytaire comme decrit par Pairault et Green H. 
5 dans «A study of the adipose conversion of suspended 3T3 cells by using 
glycerophosphate deshydrogenase as differenciation marker » publie dans Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA ; (1979), Vol. 76, n°10, pages 5138-5142 et par Koekemoer 
T.C, Litthauer D, Oelofsen W., dans « Isolation and characterization of adipose 
Tissue Glycerol-3-Phosphate Deshydrogenase », publie dans Int. J. Biochem. Cell. 
10 Biol. ; Vol. 27, n°6, (1995), pages 625-632. 

Les preadipocytes murins 3T3 F442A sont reconnus par l'homme de l'art 
comme constituant un excellent modele d'etude de la lipolyse de part les 
transformations morphologiques et metaboliques acquises par les cellules pendant 
leur programme de developpement. 
15 Dans Tessai realist, les preadipocytes 3T3 F442A sont ensemences dans 

des boites de Petri 35 mm de chez Corning, et mis k l'etuve a 37°C sous une 
atmosphere air-CC>2 dans un rapport 95/5. Les cellules sont cultivees dans un 
milieu essentiel minimum de Eagle modifie selon Dulbeco par ajout de 4,50 g/1 de 
glucose, milieu denomm6 DMEM - GIBCO BRL, complement^ avec 5 % de 
20 serum de veau, SV, de chez BIQMEDA, et 5 % de serum de veau foetal de chez 
GIBCO pendant la phase dexjoissance. 

A la confluence cellulaire, le milieu de base reste le meme, DMEM, mais 
est supplements avec 10% de s6rum de veau foetal ou SVF, et de Pinsuline a 
5 ng/ml de chez SIGMA. 
25 L'addition d f insuline dans le milieu de culture favorise le processus de 

maturation terminate des cellules. Les cellules sont ensuite traitees par les 
differentes molecules, mises en solution dans le milieu decrit precedemment. 



30 



2°. Produits k tester 

Le produit a tester selon Tinvention est le peptide de synthese presentant 
la formule suivante : 
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Sur I'essai de mise en evidence des proprietes lipolytiques, ce peptide est 
denomme N-acetyl-L-Tyr-L-Arg-O-hexadecyl et disponible dans le commerce 
5 dans une preparation nomm6e Sensicalmine®, commercialisee par la societe 
Sederma, France (Ref. SCH 97016). Sensicalmine®, contient environ 1% de 
peptide N-acetyl-L-Tyr-L-Arg-O-hexadecyl, lequel est dissous dans de 
I'ethoxydiglycol. 

Le peptide N-acetyl-L-Tyr-L-Arg-O-hexadecyl est teste a la concentration 
10 de 1 pmole/I = 0,6.1 0" 9 g/l. 

La solution mere est prepare dans du ,DMSP; 

3°. Plan d'experience 

Au jour J=0 : On realise Tensemencement des cellules 3T3 F442 A a une 
15 densite cellulaire de 2 x 10 4 cellules/boite de Petri 35 mm en utilisant un milieu de 
culture DMEM, 5 % SVF / 5 % S V. 

Au jour J=2 : On r6alise un changement de milieu. 

Au jour J=4 : On realise encore un changement de milieu. 

Au jour J=7 : La culture a atteint le stade de confluence. On utilise 
20 comme milieu de culture DMEM, 10 % SVF supplement^ de 1 % en insuline de 
chez SM 500 ng/ml. 

Au jour J=9 : Changement de milieu. 

Au jour J=l 1 : Changement de milieu. 

Au jour J=14 : Traitement soit avec le produit temoin, soit avec le produit 
25 de l'invention N-acetyl-L-Tyr-L-Arg-O-hexadecyl. 
Au jour J=16 : Traitement. 
Au jour J=l 8 : Traitement. 
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Au jour J=21 : Broyage des cellules pour dosage de la GjPDH. 

4°, Determination de l'activite glycero-3-phosphate dehydrogenase ou 

GiPDH) 

5 Le dosage de l'activite G3PDH est effectue selon la methode de KOZAK 

et JENSEN telle que decrite dans « genetic and developmental control of multiple 
forms of L-glycerol 3-posphate deshydrogenase », publie dans J. Biol. Chem, Vol. 
249, n° 24, (1974) pages 7775-7781. 

La G3PDH catalyse la reaction suivante : 

10 

dihydroxyacetone phosphate + NADH, H + > glycerol 3 phosphate + NAD + 

(DHAP) G 3 PDH 

On mesure en spectrophotometrie sur appareil KONTRON a la longueur 
15 d'onde de 340 nm, la consommation de NADH en fonction du temps. On peut 
calculer ainsi une A Abs/minute qui correspond a la vitesse initiale de la reaction 
enzymatique. Les resultats sont exprimSs en activity sp£cifique ou AS, soit en 
nmoles de NADH trans forme/min/mg de proteine. Le taux de proteines total est 
evalu6 par methode du BCA avec le rdactif Protein Assay Reagent commercialise 
20 par la societe PIERCE LTD Royaume-Uni. a;^;/. ^ 

AS = 81,25xAABS/minx ! 

mg proteine 

5°. Preparation des extraits cellul aires 

25 Le tapis cellulaire est lav6 2 fois avec du tampon PBS (en anglais 

"phosphate-buffered saline")et les cellules sont recuper6es par grattage dans du 
tampon 25 mM, TRIS-HCL, pH 7,5 contenant 1 mM d'EDTA a 4°C. Les cellules 
sont homog6n6is6es par broyage au dounce, une vingtaine de fois. L'homogenat 
est centrifuge k 10 000 g pendant 10 min a 4°C 

30 La G3PDH etant une enzyme hydrosoluble, on mesure son activite dans le 

surnageant du broyat cellulaire en presence des substrats appropri6s, c'est-a-dire 
NADH 0,13 mM, DHAP 1 mM, de chez SIGMA, tampon TEA-EDTA 50 mM, 
1 mM. 

A la suite des dosages, une activity sp6cifique est calculee. Les cellules 
35 traitees sont compares aux cellules t&noins. La G3PDH etant le reflet de Tetat de 
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differentiation des cellules, plus son activite specifique est importante et plus les 
cellules sont differenciees et inversement. Si les molecules testdes ont une bonne 
action lipolytique, Tactivite de la G3PDH doit etre faible. 

La moyenne sur trois mesures rapportees a un ecart type donne Tactivite 
5 specifique moyenne et ensuite on calcule le pourcentage d'inhibition de Tactivite 
de la G3PDH produit soit par la solution temoin, soit par le produit selon 
Tinvention, c'est-a-dire le peptide N-acetyl-L-Tyr-L-Arg-O-hexadecyl. 

Un pourcentage d'inhibition de Tenzyme atteint 40-50 % et des donnees 
brutes significativement differentes par rapport aux temoins sont des donnees 
10 requises pour cone lure k de bons agents lipolytiques. 



6°. RESULTATS 





Activite specifique G3PDH 
nmoles/min/mg proteines 


% inhibition par 
rapport au temoin 


Temoin 


56,8 ± 8,2 




N-acetyl-L-Tyr-L-Arg-O- 
hexadecyl 


34,61 ±3,23 


39 (S) 



15 S = significatif p < 0,05 

Les resultats montrent que le peptide selon Tinvention ou le peptide N- 
acetyl-L-Tyr-L-Arg-O-hexadecyl, conduit a une bonne inhibition de la G3PDH en 
regard des criteres d'efficacite imposes k savoir au moins 40-50 % d'inhibition, en 
20 obtenant 39 % d'inhibition avec le peptide N-acetyl-L-Tyr-L-Arg-O-hexadecyl. 

Ainsi, le produit repr£sentatif de Tinvention, a savoir le peptide N-acetyl- 
L-Tyr-L-Arg-O-hexadecyl constitue un agent lipolytique approprte en raison de 
Tobtention de 39 % d'inhibition de Tactivite de la G3PDH. 

Ainsi, le produit selon Tinvention peut etre propose pour la fabrication de 
25 composions cosmetiques ou pharmaceutiques destinees & obtenir une action 
amincissante et/ou pour r6duire, 61iminer ou pr6venir les surcharges graisseuses 
sous-cutanees et/ou pour r6duire, Sliminer ou prevenir la cellulite. 
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Exemple 2 de Tinvention 

Mise en Evidence in vivo de l'activite amincissante des peptides selon 
['invention 

Afin de prouver l'activite amincissante des peptides selon 1'invention, les 
5 inventeurs ont realise des test in vivo sur des volontaires humains de sexe feminin. 

Ces tests ont evalues Tamincissement obtenu par application topique de 
compositions contenant un peptide selon ('invention sur la peau des cuisses des 
volontaires humains. 

L'activite amincissante a ete evaluee en mesurant Tepaisseur du tissu 
10 adipeux de la face exteme des cuisses. Les mesures de Tepaisseur du tissu adipeux 
ont ete realises en utilisant la technique de l'echographie ultrasonore (echographe 
type AU4 Idea de la societe ESAOTE BIOMEDICA, Genes - Italie, equipe d'une 
sonde lineaire operant & une frequence de 14 MHz). 

Les volontaires testdes, au nombre de 10, repondaient toutes, entre autres, 
15 aux criteres suivants : 

• agdes de 1 8 a 50 ans, 

• pr£sentant une infiltration cellulitique nette mais moderee au niveau des 
cuisses, 

• non-enceintes ou n'allaitant plus depuis au moins 3 mois, 

• pratiquant une contraception sfire et avec Ie meme produit, dans le cas 
de la pilule, depuis au moins 3 mois, 

• ne pratiquant pas de traitement amincissant (cosmetique, 
medicamenteux, hormonal, dermatologique) depuis moins de 3 mois, 

• ne participant pas, depuis moins de 3 mois, a une autre etude 
devaluation cosmStique, dermatologique ou medicale pouvant 
interferer avec I* etude, 

• n'ayant pas subi d'intervention chirurgicale lourde depuis moins d'un 
an, 

• ne presentant pas d'hypersensibilite cutanee aux produits cosmetiques, 

• ayant une peau saine dans la region de la mesure (absence de psoriasis, 
erythdme, oed^me, cicatrice, plaie, lesions), 

• ne pratiquant pas de regime alimentaire depuis moins de 3 mois et ne 
d£sirant pas en pratiquer pendant la duree de 1'etude, 

• presentant un poids stable depuis au moins 3 mois (variation infSrieure 
a 2%, 



20 



25 



30 



35 



12 



2786693 



• ayant un rapport poids/taille (BMI = poids/taille 2 ) compris entre 18 et 
26 ou presentant une cellulite nette au niveau des cuisses pour un BMI 
compris entre 18 et 20. 

5 Les produits ont ete appliques rSgulierement et de fa?on tres homogene 

sur I'ensemble d'une cuisse par un massage circulaire en insistant particulierement 
sur la zone presentant une infiltration cellulitique. Le massage est arrete apres la 
totale penetration du produit. L'application a ete realisee deux fois par jour. 

La localisation du site de mesure et son repdrage aux differents temps de 

1 0 la cinetique devant etre le plus rigoureusement reproductible. Le reperage a done 
ete realise par un marquage cutane au niveau meme du site de la mesure 
echographique. Le positionnement de ce repere a ete pratique «de visu», au 
sommet du renflement cellulitique. Ce repere a ete effectue sur les deux cuisses a 
la meme hauteur par rapport au sol. La precision de ce reperage est inferieure k 

15 5mm. 

L'imagerie ultrasonore utilisSe pour les mesures, consiste en la realisation 
d'une cartographie des impedances des tissus concern^ aux ondes ultrasonores. 
Apres emission d'un faisceau d'ondes par une sonde, la reception des echos et la 
valeur de leur intensite liee a leur absorption par les differents tissus permettent de 

20 construire une image dans le plan du faisceau. 

La resolution spatiale des images obtenues est directement liee a la 
frequence d'emission des ondes ultrasonores. Pour r etude, et dans le but d'obtenir 
la meilleure precision possible sur la mesure de Pepaisseur du tissu adipeux, une 
sonde k haute frequence k 6te retenue (14MHz). La profondeur scrutee pour une 

25 telle valeur demission est comprise entre 18 et 70 mm pour une resolution 
respectivement de 100 a 300 ^m. 

Realisation des mesures : 

Le site de mesure est rep6r6 par le marquage cutane et par la hauteur a 
30 laquelle est positionnde la sonde. Trois images sont acquises successivement au 
niveau du repdre. Sur chaque cliche (image), trois mesures d'epaisseur sont 
effectufies. L'ensemble de ces 9 mesures permet d'obtenir une precision de ± 
1mm. 

L'etude a ete realisee par comparaison de Peffet de deux produits (par 
35 exemple placebo/actif) appliques respectivement sur les deux jambes d'un meme 
sujet. 
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Deux etudes ont ete realisees. Une avec la formule dite 33 donnee ci- 
apres (contenant le peptide N-acetyl-L-Tyr-L-Arg-O-hexadecyl) contre un 
placebo, Pautre avec la formule dite 375 donnee ci-apres (ne contenant pas le 
peptide N-acetyl-L-Tyr-L-Arg-O-hexadecyl) contre un placebo. 
5 Les resultats des deux etudes seront comparees apres normalisation 

statistique des r6sultats des placebos effectuee par rapport au jour JO. 



Description des produits : 



10 Formule 33 : 

N-acetyl-L-Tyr-L-Arg-0-hexad6cyl 0,04 % 

Extrait sec de Visnaga vera 0, 1 0 % 

Extrait sec de Terminalia Sericea 0, 1 0 % 

Extrait sec de Coleus forskholii 0,25 % 

15 Ethoxydiglycol 10,00 % 

Excipient gelifiS + conservateurs + parfums qsp. 100,00 % 

Remarque : le peptide N-acetyl-L-Tyr-L-Arg-0-hexad£cyl est 
prealablement dissout dans de Fethoxydiglycol avant son incorporation dans la 
20 compostion (formule 33). m^;,.^:/. 

Formule 375 : 

Extrait sec de Visnaga vera 0, 1 0 % 

Extrait sec de Terminalia Sericea 0, 1 0 % 

25 Extrait sec de Coleus forskholii 0,25 % 

Ethoxydiglycol 10,00 % 

Excipient gelifie + conservateurs + parfums : qsp. 100,00% 



Placebo: 

30 gel aqueux de Carbopol 940® (0,13%) + conservateurs 

Chaque sujet sera son propre temoin (une jambe sera soumise a un 
produit, la jambe controlaterale recevant un produit different). 

Cette etude a et6 realis6e en mode « double aveugle », seules les 
35 personnes assurant la fabrication, le conditionnement et l'identification des 
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produits ayant connaissance de leur nature (a ['exclusion done de toute personne 
participant de pres ou de loin aux tests). 

Le choix des jambes traitees par un produit donne est defini de fa^on 
aleatoire par un programme informatique approprie. 
5 L'activite des produits testes a et6 evaluee sur une peri ode de deux mois, 

la cinetique des mesure ayant ete la suivante : 

A t = 0 fLa veille du premier jour d' application des produits) = JO : 

• prise du poids des volontaires, 

10 • positionnement du rep£rage cutane, prise des coordonnees de 

positionnement, 

• description de la qualite de la peau au niveau de la region de la 
mesure, 

• saisie des differents parametres quantitatifs (mesures 
1 5 echographiques...). 

A t = 28iours = J28 : 

• prise du poids des volontaires, 

• verification de la qualite de la peau dans la region de mesure, 
20 • verification du bon positionnement du repere cutane, ; 

• saisie des memes parametres qu'a t = 0. 

A t = 56 iours = JS6 : 

• mesures dans les memes conditions que pr6c6demment, 
25 • arret de l'application des produits. 

Resultats : 

Les resultats des mesures sont repris dans Ie tableau I ci-apres. 

30 
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Tableau I : 



Mesure de l'epaisseur du tissu adipeux exprime en millimetres 







ETUDE N° 1 


ETUDE N°2 






rurmuic j j 


Pi Arrnn 




Pi AfFRn 

i LALlDU 






avec N-acetyl-L- 


de la 


SANS N-acetyl-L- 


de la 






Tyr-L-Arg-O- 
hexadecyl 


formule 33 


Tyr-L-Arg-O- 
hexadecyl 


formule 375 


n 




10 


10 


7 


7 


JO 


X 


29,9 


28,1 


27,7 


27,2 




Sx 


11,5 


10,4 


7,1 


6,9 




cv% 


38,5% 


37,0% 


25,5% 


25,4% 


J28 


X 


28,4 


28,3 


26,8 


26,5 




Sx 


11,1 


10,4 


6,9 


6,5 




cv% 


39,1% 


36,7% 


27,8% 


24,5% 


J56 


X 


28,1 


29,3 


26.3 


26,8 




Sx 


11,2 


10,9 


7,0 


7,0 




CV% 


39,9% 


37,2% 


26,5% 


26,1% 



5 

Ou: 

• « n » est le nombre de volontaires, 

• «X» et «Sx» expriment la moyenne et Tecart-type respectivement; 
leur unit£ est ici %, 

i 0 • « CV » exprime le coefficient de variation (CV%=(X/Sx)* 1 00). 

On constate que les 2 etudes (celle sur la formule 33 et celle sur la 
formule 375) ont des comportements differents en particulier a JO. 

Pour mieux voir le comportement il faut exprimer la variation par rapport 

15 a JO. 

Une normalisation a done ete effectue par rapport a JO. 

A la suite de la normalisation, il est possible de calculer revolution dans 
le temps pour les deux formules et de comparer ces Evolutions. Les resultats de 
ces calculs son reportSs dans le tableau II, ci-apr£s. 

20 
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Tableau II : 



Diminution de 1'epaisseur du tissu adipeux exprime en pourcentage. 





FORMULE 33 
avec N-acetyl-L-Tyr-L- 
Arg-O-hexadecyl 


FORMULE 375 
sans N-acetyl-L-Tyr-L- 
Arg-O-hexadecyl 


n 


10 


7 


JO 


0 A 


0 A 


J28 


-6,2% B 


-1,0% A 


J56 


-10,8% B 


-3,7% A 


probabilite (a) 


<0,05 


>0,05 


Sr 


6,0 


3,0 



5 

Ou : Sr est la variance rSsiduelle. 

Les analyses ont ete faites par des analyses de la variance a deux facteurs, 
le facteur traitement (formule (33 ou 375) par rapport a son placebo) et le facteur 
volontaire. 

10 Les resultats dans le tableau II sont les moyennes des vaieurs obtenues 

pour Pensemble des volontaires. 

Les groupes A et B sont determines par la methode de Newmann-Keuls 
au risque a=5%. 

Grace aux groupes de significativite (mentionn6s par des lettres A et B), 
15 on voit ici qu'il y a une difference entre JO et les 2 autres jours pour la formule 33; 
mais la difference entre J28 et J56 n'est pas significative. 

Par contre la formule 375 ne montre pas de difference entre les 3 jours. 



Conclusion de Texemple 2 : 

20 Au bout de 58 jours, Tepaisseur du tissu adipeux a diminue 

significativement (au risque <x=5%) de 10,8 % pour la formule avec le peptide N- 
acetyl-L-Tyr-L-Arg-O-hexadecyl par rapport a la variation du placebo. Pour la 
formule 375 sans le peptide N-acetyl-L-Tyr-L-Arg-O-hexadecyl, la diminution 
n'est que de 3,7% et est statistiquement differente de la formule 33, cette 

25 diminution n'est pas significative au risque a=5%. 

La formule 33 avec le peptide N-acetyl-L-Tyr-L-Arg-O-hexadecyl montre 
done une meilleure activit6 pour rSduire Tepaisseur du tissu adipeux que la 
formule 375 qui est identique a la formule 33 mais ne contient pas de peptide N- 
acetyl-L-Tyr-L-Arg-O-hexadecyl. 
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Les resultats exprimSs dans le tableau II ci-dessus demontrent clairement 
que le peptide selon Pinvention, teste dans cet exemple, reduit Pepaisseur du 
tissus adipeux de fagon significative, pour des concentrations de 0,04% environ en 
poids par rapport au poids total de la composition appliquee. 
5 Les inventeurs ont done mis en evidence une activite fortement 

amincissante des peptides selon Pinvention. 

Conclusion des exemples 1 et 2 : 

Les inventeurs ont ainsi demontre in vitro et in vivo que les peptides 
10 selon Pinvention peuvent etre avantageusement utilises dans des compositions 
cosmetiques destinees a reduire, eliminer ou pr6venir les surcharges graisseuses 
sous-cutanees, et destinees a obtenir une action amincissante ou pour la 
fabrication de compositions pharmaceutiques destinees au traitement de la 
cellulite et/ou des surcharges graisseuses sous-cutanees. 

15 

L'invention fait maintenant Tobjet de divers exemples de formulations de 
diverses compositions cosmetiques, ou pharmaceutiques, a usage topique. 

Dans ces exemples de formulation, le peptide N-acetyl-L-Tyr-L-Arg-O- 
hexadecyl est prSalablement dissout dans de Pethoxydiglycol avant son 
20 incorporation dans les compostions. 



Exemple 3 de l'invention : Creme amincissante : 




Polydecene 


7,50 % 


Octanoate de Cetostearyl 


5,00 % 


Octanoate d'octyl 


5,00 % 


Methylglucose Sesquistearate 


3,00 % 


Cire d'Abeille 


3,00 % 


AIcool Beh6nique 


3,00 % 


Glycerine 


3,00 % 


Gomme Xanthane 


0,20 % 


Parfum 


0,20 % 


Carbomer 


0,15% 


N-acetyl-L-Tyr-L-Arg-O-hexadecyle 


0,05% 


Conservateur 


qs. 


Neutralisant 


qs. 


Eau 


qsp 100,00 % 



25 
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Exemple 4 de l'invention : Lotion Raffermissante - Amincissante - anti-cellulite 



Alcool Denature (Ethanol) 30,00 % 

PPG-3 Myristyl ether 5,00 % 

Glycerine 2,00 % 

Polysorbate 20 .1,00% 

Carbomer 0,20 % 

Parfum 0,20 % 

N-acetyl-L-Tyr-L-Arg-O-hexadecyle 0, 1 0 % 

Neutralisant qs. 

Eau qsp. 100,00% 

Exemple 5 de l'invention : Spray Rafffermissant - Amincissant : 

Alcool Denature (Ethanol) 1 0,00 % 

PEG-7 Glyceryl Cocoate 5,00 % 

Glycerine 2,00 % 

Polysorbate 20 2,00 % 

Parfum 0,20 % 

N-acetyl-L-Tyr-L- Arg-O-hexadecyle 0, 1 2 % 

Conservateur qs. 

Acide citrique/Citrate de sodium qsp. pH 6,50 

Eau qsp. 100,00% 
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REVINDICATIONS 

1. Utilisation d'au moins un peptide synthetique correspondant a la 
formule generate: Rl-L-Tyr-L-Arg-R2 dans lequel Rl represente un atome 
5 d'hydrogene ou un groupe R3-C=0 avec R3 representant une chaine alkyle 
comprenant de 1 a 20 atomes de carbone, lineaire ou ramifiee, saturee ou 
insaturee, hydroxylee ou non, ou avec R3 representant un groupe aryle, aryl-alkyle 
ou alkyloxy ou aryloxy ou arylalkyloxy, et dans lequel R2 represente un radical 
OH ou un groupe 0-R4 dans lequel R4 represente une chaine alkyle comprenant 

10 de 1 a 20 atomes de carbone, ou bien R2 represente un groupe NH2 ou NHX ou 
NXX avec X representant une chaine alkyle comprenant de 1 a 4 atomes de 
carbone, comme agent cosmetique ou pour la fabrication d'une composition 
cosmetique, pour obtenir une action amincissante et/ou pour reduire, eliminer ou 
prevenir les surcharges graisseuses sous-cutanees. 

15 2. Utilisation d'un peptide selon la revendication 1 pour la fabrication 

d'une composition pharmaceutique & usage topique destinee au traiternent de la 
cellulite et/ou au traiternent des surcharges graisseuses sous-cutanees. 

3. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que le 
peptide precite est tel que les groupes respectivement Rl constitue du groupe R3- 

20 C=0 avec R3 representant une chaine aliphatique comprenant de L a 18 atomes de 
carbone et R2 constitue du groupe 0-R4 dans lequel R4 represente une chame 
aliphatique lineaire saturee ou non comprenant de 1 a 18 atomes de carbone, 
repr6sentent chacun une chaine aliphatique lineaire saturee ou insaturee 
comprenant de 1 a 1 8 atomes de carbone. 

25 4. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 3, caracterisee en ce que 

le peptide precite est le N-acetyl-L-Tyr-L-Arg-O-hexadecyle. 

5. Utilisation selon l'une des revendications 1 a 4 caracterisee en ce que 
le peptide precite est pr£alablement solubilise dans un ou plusieurs solvants 
cosmetiquement ou pharmaceutiquement acceptables comme 1'eau, l'ethanol, le 

30 propanol ou Pisopropanol, le propylene glycol, Tethoxydiglycol, les ethers 
methyliques ou ethyliques des diglycols, les polyols cycliques, les diglycols 
ethoxyles ou propoxyles ou tout melange de ces solvants. 

6. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 5 caracterisee en ce que 
le peptide precite est prealablement solubilise dans un vecteur cosmetique ou 

35 pharmaceutique comme les liposomes ou adsorbs sur des polymeres organiques 
poudreux, les talcs, bentonites et autre supports mineraux, et plus gen£ralement 
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solubilise dans, ou fixe sur, tout vecteur cosmetiquement ou pharmaceutiquement 
acceptable. 

7. Utilisation selon Tune des revendications I a 6 caracterisee en ce que 
le peptide precite est present dans une composition a une concentration comprise 

5 entre 0,001% et 10% environ, et preferentiellement a une concentration comprise 
entre 0,01% et 1% environ en poids par rapport au poids total de la composition 
finale. 

8. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 7 caracterisee en ce que 
le peptide precite est associe a un excipient cosmetiquement ou 

10 pharmaceutiquement acceptable, contenant de preference un agent ameliorant la 
biodisponibilite dudit peptide tel qu'un agent de penetration, tel que Pethanol. 

9. Composition cosmetique destinee a obtenir une action amincissante, 
et/ou a reduire, eliminer ou pr6venir les surcharges graisseuses sous-cutanees, 
caracterisee en ce qu'elle comprend une quantite efficace pour obtenir une action 

15 amincissante, et/ou pour reduire, eliminer ou prevenir les surcharges graisseuses 
sous-cutanees, d'au moins un peptide synthetique correspondant a la formule 
g6n6rale : Rl-L-Tyr-L-Arg-R2 dans lequel Rl represente un atome d'hydrogene 
ou un groupe R3-O0 avec R3 representant une chaine alkyle comprenant de 1 a 
20 atomes de carbone, lineaire ou ramifiee, saturee ou insaturee, hydroxylee ou 

20 non, ou avec R3 representant un groupe aryle, aryl-alkyle ou alkyloxy ou aryloxy 
ou arylalkyloxy, et dans lequel R2 represente un radical OH ou un groupe 0-R4 
dans lequel R4 represente une chaine alkyl comprenant de 1 a 20 atomes de 
carbone, ou bien R2 represente un groupe NH2 ou NHX ou NXX avec X 
representant une chaine alkyle comprenant de 1 a 4 atomes de carbone, dans un 

25 excipient cosmetiquement acceptable, ledit peptide etant de preference defini 
selon Tune quelconque des revendications 3 a 7. 

10. Proc6de de traitement cosmetique pour obtenir une action 
amincissante, et/ou pour reduire, eliminer ou prevenir les surcharges graisseuses 
sous-cutan6es, earact6rise en ce qu'on applique topiquement sur les zones de la 

30 peau concern^es une quantite efficace pour obtenir ladite action amincissante, 
et/ou pour reduire, 61iminer ou prevenir les surcharges graisseuses sous-cutanees, 
d'au moins un peptide synthetique correspondant a la formule generale : Rl-L- 
Tyr-L-Arg-R2 dans lequel Rl represente un atome d'hydrogene ou un groupe R3- 
C=0 avec R3 representant une chaine alkyle comprenant de 1 a 20 atomes de 

35 carbone, lin6aire ou ramifiee, satur£e ou insaturee, hydroxylee ou non, ou avec R3 
representant un groupe aryle, aryl-alkyle ou alkyloxy ou aryloxy ou arylalkyloxy, 
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et dans lequel R2 represente un radical OH ou un groupe 0-R4 dans lequel R4 
represente une chaine alkyle comprenant de 1 a 20 atomes de carbone, ou bien R2 
represente un groupe NH2 ou NHX ou NXX avec X representant une chaine 
alkyle comprenant de 1 a 4 atomes de carbone, dans un excipient cosmetiquement 

5 acceptable, ledit peptide etant de preference defini selon Tune quelconque des 
revendications 3 a 7. 

ll.Procede de traitement cosmetique pour obtenir une action 
amincissante, et/ou pour reduire, eliminer ou prevenir les surcharges graisseuses 
sous-cutan6es, caract6ris6 en ce qu'on applique topiquement sur les zones de la 

10 peau concernees une quantite efficace pour obtenir ladite action amincissante, 
et/ou reduire, eliminer ou prevenir les surcharges graisseuses sous-cutanees, du 
peptide N-acetyl-L-Tyr-L-Arg-O-hexadecyle. 
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